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IRiassunto
Le variazioni delle risposte fototattiche in Ophryoglena flava analizzate lungo il suo
ciclo vitale.
Le indagini sperimentali svolte per questa tesi erano intese a chiarire alcuni aspetti della
fototassi in Ophryoglena flava. Questo è un protista ciliato istofago che vive in acqua
dolce, tipicamente in piccoli stagni, e che ha un ciclo vitale comprendente più stadi,
descritti in letteratura, caratterizzati da una diversa morfologia e da una diversa risposta
fototattica. Dopo l’assunzione del cibo la cellula perde la sua capacità di movimento
assumendo una morfologia di tipo cistico. All’interno della cisti, il ciliato si divide per
mitosi (stadio di tomite); successivamente, le cellule riacquistano la motilità (stadio di
teronte) e iniziano a mostrare le proprietà fototattiche. L’influenza della nutrizione sul
ciclo vitale di O. flava ci consente, somministrando il cibo ad intervalli regolari, di
sincronizzare le colture cellulari e di studiare la risposta fototattica a varie distanze di
tempo dal momento della nutrizione, assunto come istante iniziale t0.
Lo spettro d’azione della fototassi di O. flava nello stadio di teronte presenta due picchi
principali a 420 e a 590 nm, e un picco secondario a 540 nm. Inoltre, la fototassi di
questo ciliato è stata, in precedenza, analizzata in relazione al suo ciclo vitale. In questi
studi è stato visto che la capacità fototattica cambia durante il ciclo vitale di O. flava e
mostra andamenti temporali differenti in relazione alle diverse lunghezze d’onda
utilizzate per la stimolazione luminosa. Partendo da questi ultimi risultati, sono stati
progettati ed eseguiti esperimenti che permettessero di misurare con maggiore dettaglio
i parametri che caratterizzano gli andamenti temporali citati sopra.
Per effettuare le misure della capacità fototattica è stato utilizzato un sistema di analisi
d’immagine con un software dedicato che permette di seguire il movimento delle
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cellule, ricostruirne le tracce, calcolare l’angolo medio di spostamento per ogni cellula e
costruire gli istogrammi delle distribuzioni angolari dell’insieme delle traiettorie
cellulari. Per la stimolazione luminosa sono stati utilizzati filtri interferenziali a banda
larga (FWHM = 50 nm) centrati rispettivamente alle lunghezze d’onda 420, 550 e 600
nm.
Alcuni risultati ottenuti da misure effettuate con cadenze temporali di circa 24 ore
indicherebbero che la periodicità nell’andamento temporale della fototassi non è
superiore alla cadenza temporale della misura. Per valutare se esiste una sottoperiodicità
rispetto a quella sin qui misurata, il piano sperimentale prevede misure delle risposte
fototattiche con cadenza temporale di circa due ore. L’intento è anche quello di valutare
se e quanto incide sull’andamento temporale della fototassi il ciclo luce-buio a cui le
colture cellulari vengono sottoposte.
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Summary
The variations in the phototactic response of Ophryoglena flava analyzed
throughout its life cycle
The experimental investigations carried out for the present thesis were designed to get
insights on several details of the phototaxis in Ophryoglena flava. This is a histofagous,
fresh-water ciliate protist, typically found in small ponds; its life cycle includes several
stages, described in the literature, characterized by different morphologies and varying
phototactic responses. After feeding, the cell looses the motile behaviour and takes on a
cystic-like morphology. Within the cystis, the ciliate undergoes mitosis (tomite stage);
thereafter, the cells resume the motile behaviour (theront stage) and begin to display
their phototactic properties. Since feeding time influences the life cycle of O. flava, we
can, by feeding the cells at regular time intervals, to synchronize the cell cultures and
study their phototactic responses at different times lapses after feeding time, which is
taken as the starting time t0.
The phototaxis action spectrum of O. flava in the theront stage displays two main peaks
at 420 and 590 nm, and a lower peak at 540 nm. Moreover, the phototaxis of this ciliate
has previously been analyzed in relation to its life cycle. In those investigations, it was
observed that the phototactic capacity of O. flava varies during its life cycles: these
variations appear to behave differently in their time trend at the three wavelengths used
for the light stimulus. Starting from these results, experiments have been designed and
carried out that should allow to measure with more details the parameters which
characterize the above-mentioned time trends.
The phototactic capacity has been measured by means of an image analysis systems
with a dedicated software which allows to follow the motion of the cells, to reconstruct
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their traces, to calculate the mean displacement angle for each cell and produce the
histograms of the angular distributions for each set of cell trajectories. The stimulating
light was selected by means of three interferential broad-band filters (FWHM = 50 nm)
centered respectively at 420, 550 e 600 nm.
Some of the preliminary data obtained from phototaxis measures carried out with a time
period of about 24 hours seemed to indicate that the periodicity in the variation of
phototaxis along the life cycle does not go beyond the time interval between those
measures. In order to evaluate whether a lower periodicity could be measured below the
limit of those previous data, the experimental design now schedules the measures of the
phototactic responses with a time period of nearly two hours. Moreover, experiments
were planned in order to evaluate whether and to what extent the cell-age-related
variations in phototaxis are influenced by the light/dark period to which the cell cultures
are exposed.
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11.Introduzione
1.1. Caratteristiche generali dei ciliati.
I ciliati sono organismi unicellulari, eucarioti, non fotosintetici appartenenti al regno dei
Protisti. Essendo una rilevante frazione del microzooplancton, essi rappresentano
un’importante componente della catena alimentare, fungono, infatti, da cibo per lo
zooplancton e per i grandi organismi acquatici (Finlay et al, 1996). I ciliati, data la loro
capacità di adattamento, sono diffusi in quasi tutti gli habitat ed essendo predatori di
molte alghe flagellate e batteri contribuiscono a mantenere l’equilibrio ecologico degli
ambienti acquatici.
Come indica il loro nome, caratteristica fondamentale dei ciliati è quella di essere forniti
di ciglia, strutture microtubulari che originano da granuli basali (cinetosomi) situati
nella cortex, cioè sotto la superficie cellulare. La struttura microtubulare 9+2 è detta
anche assonema ciliare. Nella membrana ciliare sono localizzati i canali per il Ca2+ e per
il Mg2+ che sono coinvolti nella regolazione della frequenza del battito ciliare. Il Ca2+
ha, inoltre, un ruolo fondamentale nel processo di trasduzione degli stimoli sensoriali.
Le ciglia non sono implicate solo nel movimento. Molti microorganismi, infatti, nella
zona adorale possiedono delle ciglia modificate, dette membranelle adorali, che hanno
un ruolo nella cattura del cibo.
Nei ciliati troviamo anche dei vacuoli contrattili, organuli subcellulari che regolano la
pressione osmotica intracellulare controllando l’influsso di acqua dal mezzo esterno
generalmente ipotonico rispetto al citoplasma. Altra caratteristica dei ciliati è quella di
avere più nuclei. Moltissime specie hanno, infatti, uno o più micronuclei diploidi
implicati nel processo di coniugazione e un macronucleo poliploide che controlla
l’omeostasi cellulare. Data la loro funzione, i macronuclei contengono sia cromatina che
RNA, mentre i micronuclei contengono solo cromatina. Le cellule che mancano di
2micronuclei non fanno coniugazione e si dividono solamente per fissione binaria. (Dorit
et al, 1997; Jerome, 1996) . Infine, molti ciliati hanno cicli vitali composti da diversi
stadi. In alcuni di questi cambiano solo forma, in altri perdono o modificano alcune
delle loro funzioni come, ad esempio, la capacità di nuotare o di percepire la luce. In
alcuni stadi infatti essi perdono le ciglia e/o gli organuli fotorecettori.
1.2. Fotorisposte nei Ciliati.
I ciliati, come molti altri microorganismi, sono capaci di percepire e rispondere a stimoli
fisici e chimici quali la temperatura, la luce, le sostanze chimiche. Tutto ciò permette
loro di esplorare l’ambiente e di trovare gli habitat migliori nei quali vivere.
Tra i vari stimoli ambientali la luce ha sicuramente un ruolo importante, sebbene questi
microorganismi non la usino come fonte di energia. E’ stato ipotizzato che nei ciliati la
capacità di percepire e rispondere alla luce sia implicata nei meccanismi di difesa,
nell’assicurarsi il cibo costituito per la maggior parte di essi da alghe o altri
microorganismi fotosintetici o, ancora, nella coniugazione. La risposta alla luce di
questi microorganismi, detta fotorisposta, consiste in una variazione del loro moto, cioè
in un cambiamento della direzione del nuoto e/o della velocità.
L’insieme di eventi che costituiscono una fotorisposta possono essere divisi in tre step:
percezione dello stimolo, trasduzione del segnale, risposta motoria.
In base alla diversa risposta motoria sono stati definiti diversi tipi di fotorisposta
(Colombetti & Marangoni, 1991; Lenci & Colombetti, 1978), i principali sono:
-FOTOCINESI nella quale l’intensità di luce influisce sulla velocità del moto del
microorganismo.
-REAZIONI FOTOFOBICHE nelle quali una brusca variazione dell’intensità della luce
induce un arresto del moto del microrganismo seguito da una ripresa dello stesso in
3direzione random. Le risposte fotofobiche, sono dette di step-up o step-down se sono
causate rispettivamente da un aumento o una diminuizione dell’intensità di luce.
-FOTOTASSI nella quale il microorganismo, una volta individuata la direzione di
provenienza della luce, si muove verso di essa (fototassi positiva) o in direzione opposta
(fototassi negativa).
Come effetto secondario di una o più fotorisposte primarie si ha fotoaccumulo o
fotodispersione dei microorganismi, i due tipi di fotorisposta per primi descritti in
letteratura. Nel fotoaccumulo le cellule si concentrano in zone dove l’intensità della luce
è maggiore, il contrario avviene nella fotodispersione in cui le cellule si concentrano in
zone dove l’intensità della luce è minore.
In alcuni ciliati la fotorisposta varia in relazione allo stato di nutrimento e/o in funzione
del ciclo vitale. Stentor coeruleus e Fabrea salina se lasciati per lungo tempo senza cibo
risultano essere meno sensibili alla luce mentre, in condizioni di nutrimento normali,
fanno rispettivamente fototassi negativa e fototassi positiva. Chlamydodon mnemosyne
si muove verso la luce prima di cibarsi e lontano da essa dopo aver mangiato. In alcuni
degli appartenenti alla famiglia delle Ophryoglenidae, tra i quali O. flava e O. catenula,
si è osservato che nei momenti precedenti la nutrizione gli organismi fanno fototassi
positiva, mentre nei momenti successivi fanno fototassi negativa. In questi ciliati la
fototassi varia non solo in relazione al cibo, ma anche durante tutto il ciclo vitale che
risulta essere composto da più stadi intermedi. Gli stadi descritti in letteratura sono
quelli di teronte, trofonte, protomonte, tomonte e tomiti. Nei vari stadi le cellule sono
diverse per dimensioni, per forma e sensibilità alla luce (Kuhlmann, 1998; Kuhlmann,
1993). Negli stadi di trofonte e di teronte le cellule sono molto sensibili alla luce e si
muovono verso di essa. Opposto comportamento mostrano i protomonti, che fanno
fototassi negativa. I tomonti, che sono per la maggior parte immobili, si dividono in
4quattro tomiti che si differenziano di nuovo in teronti. L’organulo di Lieberkühn è
sempre presente durante tutto il ciclo, ma è difficilmente visibile negli stadi che
seguono la nutrizione perché viene mascherato dai vacuoli alimentari. In alcune
particolari condizioni si possono osservare gli stadi di ciste o microtomiti nei quali le
cellule non mostrano un preciso comportamento fototattico. Anche Porpostoma
notatum ha un ciclo vitale simile a quello descritto per O. flava e O. catenula, durante il
quale mostra diverso comportamento alla luce. I teronti si muovono, infatti, sia verso la
luce che in direzione opposta, mentre i protomonti e i tomonti mostrano una chiara
fototassi negativa.
1.3. Organuli fotorecettori.
Il sistema fotorecettoriale è costituito da un fotorecettore composto da un cromoforo e
da un’apoproteina e, in molti organismi, da alcune strutture complementari tra cui: una
struttura simile allo stigma algale, i granuli pigmentati, l’organulo di Lieberkühn.
Lo stigma delle alghe è un organulo a se stante spesso localizzato nella parte basale di
un flagello (Foster et al, 1980) . Esso è formato da uno o più strati di globuli lipidici
contenenti carotenoidi (Omodeo et al, 1980). Ha generalmente forma concava, con la
concavità rivolta verso la porzione di membrana contenente i fotorecettori
(Kuhlmann,1998; Kuhlmann et al, 1997). La sua forma e le sue proprietà ottiche fanno
di questo organulo un elemento indispensabile all’individuazione della direzione di
provenienza della luce. In ciliati quali Chlamydodon mnemosyne e Nassula citrea la
struttura detta stigma è formata da numerose vescicole spesso interconnesse a formare
delle catene. La porzione di questa struttura contenente la maggior parte delle vescicole,
è collocata vicino alla membrana cellulare. In C. mnemosyne lo stigma viene formato
dopo la divisione cellulare e scompare prima della nutrizione. Questo ciliato fa fototassi
5positiva fino all’assunzione del cibo, dopo non mostra fotosensibilità e successivamente
fa fototassi negativa. Ciò ha indotto alcuni autori a ipotizzare per questa struttura una
funzione schermante nei confronti della luce. Questa ipotesi sarebbe confermata dal
fatto che le cellule mostrano capacità fototattica anche dopo la nutrizione, sebbene in
questa fase lo stigma abbia una dimensione ridotta. Detta capacità fototattica sembra
essere connessa alla presenza dei vacuoli alimentari.
Porpostoma notatum possiede un organulo complesso di forma concava e una struttura
composta da strati amorfi di citoplasma e strati a organizzazione ordinata tipo cristalli
bidimensionali. Si pensa che quest’organulo abbia la funzione di riflettere la luce
incidente sui fotorecettori, localizzati nella porzione di membrana cellulare posta vicino
alla superficie concava dell’organulo stesso.
Altri ciliati, invece di organuli, hanno dei granuli pigmentati posti sotto la membrana
cellulare e distribuiti longitudinalmente lungo il corpo cellulare, tra i corpi ciliari. In
questo caso i fotorecettori sono localizzati sulla membrana del granulo e all’interno
dello stesso. Tra i vari organismi che possiedono i granuli i più studiati sono
Blepharisma japonicum, Stentor coeruleus (Tao et al, 1994; Matsuoka et al, 2000) e
Fabrea salina.
Le famiglie delle Ichthyophthiriidae e delle Ophryoglenidae, alla quale appartengono
tra gli altri O. flava, O. catenula e O. ovariovora, possiedono un tipico organulo, detto
organulo di Lieberkühn. Esso è elettrondenso, ha forma di lente concavo-convessa, con
la concavità rivolta verso la cavità orale delle cellule e rifrange la luce (Kuhlmann,
1993). La parte concava è caratterizzata da estrusioni, le creste, circondate da membrana
plasmatica. Se l’organulo viene rimosso (Koizumi & Kobayashi, 1989) le cellule
mostrano una riduzione della capacità di percepire lo stimolo luminoso anche se questa
6non viene eliminata totalmente. L’organulo rimosso viene formato nuovamente nella
divisione successiva.
1.4. Tecniche per lo studio dei fotorecettori.
Le metodologie e le tecniche comunemente usate per lo studio delle proprietà dei
fotorecettori sono molteplici. Una metodologia classica per lo studio dei fotopigmenti è
la spettroscopia d’azione che permette di misurare la fotosensibilità delle cellule alle
diverse lunghezze d’onda e, quindi, fornire informazioni sulla natura del pigmento
coinvolto nella fotoricezione (Ghetti & Checcucci, 1997). Non sempre la spettroscopia
d’azione permette una precisa individuazione del pigmento responsabile della
fotorisposta sia perchè molti pigmenti hanno spettri di assorbimento simili, sia perchè le
proprietà di assorbimento di un pigmento “in vivo” possono essere fortemente
influenzate dall’ambiente molecolare circostante. La microspettroscopia d’azione,
insieme a quella di fluorescenza, è una tecnica che non altera l’integrità dell’organismo
o le componenti subcellulari. Entrambe queste tecniche permettono di determinare
esattamente le varie reazioni che si susseguono nel campione, i cambiamenti di queste
reazioni e le diverse relazioni col mezzo esterno. In molti casi la labilità e la
reversibilità delle reazioni implicate nella fototrasduzione rendono la
microspettroscopia l’unico metodo d’indagine.
L’estrazione e purificazione dei cromofori e delle relative apoproteine è fondamentale
per conoscerne le caratteristiche chimico-fisiche. I pigmenti, apoproteine e cromofori,
sono spesso molecole di membrana e la loro estrazione è generalmente effettuata con
detergenti. Questo procedimento fornisce campioni parzialmente puri, dato che nel
campione estratto possono essere presenti molecole diverse dal pigmento di interesse.
Per ottenere campioni di maggiore purezza si può far ricorso alla cromatrografia per
7affinità e successivamente alla cromatografia ad alta pressione (HPLC). Per
l’identificazione del pigmento così ottenuto si ricorre alla Gas cromatografia-
Spettrografia di massa (GC-MS), che permette di conoscere la formula e la massa
atomica della molecola in esame. Per ottenere la sequenza amminoacidica delle
apoproteine isolate si ricorre anche ai sequenziatori automatici, mentre per ottenere la
sequenza genica sono usate tecniche di biologia molecolare. Tra queste, l’ibridazione
del DNA consente di avere una valutazione del grado di omologia tra sequenze di
specie diverse.
Una particolare attenzione è stata riservata allo studio dei ceppi mutanti mancanti del
pigmento o di una molecola implicata nella via di trasduzione chimica del messaggio
luminoso. Lo studio comportamentale di questi mutanti ha fornito numerose
informazioni sul ruolo delle diverse componenti della trasduzione.
Infine, c’è da rilevare che le proprietà spettroscopiche dei pigmenti isolati potrebbero
essere leggermente diverse da quelle che la molecola possiede nell’ambiente cellulare.
Quindi, nonostante che le informazioni spettroscopiche ottenute dagli estratti siano
fondamentali, è necessario tenere conto della differenza tra la situazione “in vitro” e
quella “in vivo”.
1.5. I fotorecettori.
Per alcuni cromofori estratti dalle cellule è stato possibile ottenere informazioni sulle
proprietà strutturali e funzionali. Gli spettri d’assorbimento di questi cromofori
comparati a quelli ottenuti, su diversi ciliati, con la spettroscopia d’azione hanno dato la
possibilità di individuare il cromoforo responsabile delle fotorisposte.
Tra i cromofori di cui si conoscono le proprietà chimico-fisiche ci sono quelli di
Blepharisma japonicum e Stentor coeruleus. Lo spettro d’assorbimento del cromoforo
8di B. japonicum, blefarismina, mostra tre picchi a 480, 540 e 590 nm; mentre quello di
S. coeruleus, stentorina, mostra picchi a 480, 540 e 610 nm. Entrambi i pigmenti
risultano avere proprietà chimiche e strutturali simili a quelle dell’ipericina (Falk,
1999), molecola di origine vegetale con un’alta capacità fotosensibilizzante. In B.
japonicum sono stati trovati cinque omologhi del cromoforo blefarismina (Maeda et al,
1997; Spitzner et al, 1998). Sotto l’azione della luce questo cromoforo cambia, diventa
ossidato e si trasforma nella ossiblefarismina (Giese, 1973), la cui struttura chimica è
più simile a quella della stentorina e dell’ipericina di quanto non lo sia quella della
forma al buio. Entrambe le forme del pigmento sembrano attivare la trasduzione
fotosensoriale in Blepharisma. Sebbene le proprietrà del cromoforo in Blepharisma
siano state largamente analizzate, non si può dire lo stesso per l’apoproteina. Alcune
analisi rivelano la presenza di una proteina con un peso molecolare di 200 kDa
(Matsuoka et al,1993), altre di una con un peso di 30 kDa. (Gioffrè et al, 1993). Gli
autori sembrano concordare solo sulla struttura monomerica della proteina. In Stentor le
cose sembrano essere più chiare; sono state infatti isolate la stentorina 1 che è altamente
fluorescente e la stentorina 2 che invece lo è meno.
In Chlamydodon mnemosyne lo spettro d’azione per la fototassi negativa mostra picchi
a 390 e 470 nm (Selbach et al,1999), questo indicherebbe la presenza di un pigmento
flavinico come in Loxodes. La presenza di un recettore flavinico in C. mnemosyne è
anche supportata dall’autofluorescenza di una regione della membrana plasmatica
adiacente allo stigma. La fluorescenza decade però troppo rapidamente per misurarne
uno spettro.
In Fabrea salina lo spettro d’azione per le risposte di fototassi positiva mostra due
picchi a 420 e 580 nm. Risultati simili sono quelli ottenuti in Paramecium bursaria, il
cui spettro d’azione ha due picchi a 420 e 570 nm (Matsuoka & Nakaoka, 1988), e nel
9quale si ipotizza che il pigmento sia di tipo rodopsinico. Ipotesi sostenuta sia dalla
riduzione della fototassi in presenza di idrossilammina che interferisce nel legame tra
lisina e retinale, sia da esperimenti immunocitochimici (Nakaoka et al, 1991). Anche in
F. salina, l’idrossilammina riduce la fototassi e gli anticorpi policlonali anti-rodopsina
si legano ad una proteina di membrana (Podestà et al, 1994) . La presenza di due
picchi nello spettro d’azione di entrambi potrebbe essere dovuta a due rodopsine come
avviene in H. salinarum (Foster, 2001). Analisi fluorimetriche hanno, però, evidenziato
che nei granuli di Fabrea è presente un pigmento ipericinico. Utilizzando lunghezze
d’onda di eccitazione tra 337 e 425 nm nelle cellule si osserva una fluorescenza rossa
con picchi a 590, 615 e 655, simili ai picchi di fluorescenza del pigmento di B.
japonicum (Marangoni et al, 1996). Questo porterebbe a ipotizzare per Fabrea un
pigmento di tipo ipericinico. In Fabrea la fluorescenza diventa molto alta e facilmente
misurabile se le cellule sono trattate con glutaraldeide (necessaria alla loro
immobilizzazione) e quindi non vitali. Questo probabilmente perché nelle cellule vive
essa è mascherata dall’interazione del cromoforo con la componente proteica,
similmente a ciò che accade in Stentor in cui la stentorina in vivo mostra una modesta
fluorescenza. Fabrea potrebbe quindi contenere due sistemi fotoricettivi funzionanti
allo stesso tempo nella stessa cellula.
L’identificazione e l’isolamento dei pigmenti fotorecettori nei ciliati è a volte
problematica in quanto, diversamente da Stentor e Blepharisma, in molti
microorganismi la quantità di pigmenti è scarsa (Kim I. H. et al, 1984).
Questo è il caso di Ophryoglena flava, ciliato istofago mancante di una pigmentazione
evidente. Lo spettro d’azione di questo ciliato mostra due picchi principali a 420 e 590
nm, paragonabili a quelli degli spettri di P. bursaria e F. salina, e uno minore a 540 nm
(Cadetti et al, 2000). La presenza nello spettro di quest’ultimo picco può far ipotizzare
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che il pigmento coinvolto sia ipericino-simile come in S. coeruleus e B. japonicum. Le
misure di microscopia elettronica non hanno rilevato la presenza di alcuna struttura
simile ai granuli pigmentati, così come quelle di microscopia confocale non hanno
rilevato alcuna fluorescenza. La discussione sul tipo di cromoforo presente in O. flava è
ancora aperta.
Si presume che alcuni pigmenti coinvolti nella fotoricezione siano implicati anche in
altre funzioni cellulari. Ad esempio, il cromoforo che è stato descritto in Blepharisma,
la blefarismina, agisce come sostanza difensiva contro i predatori. Infatti, quando
attaccato da Dileptus margaritifer, Blepharisma disgrega i granuli contenenti il
pigmento e il predatore fugge (Harumoto et al, 1998). Le varianti albine di B.
japonicum sono più vulnerabili all’azione dei predatori e questo conferma il ruolo di
difesa associato al cromoforo.
1.6. Trasduzione chimica del segnale luminoso.
Lo stimolo luminoso viene convertito dal fotorecettore in un segnale intracellulare che
regola l’apparato motore, così da variare il moto della cellula. Gli eventi intracellulari
indotti, ma non direttamente comandati dallo stimolo luminoso, sono detti “dark steps”
(Block, 1991). Esistono vari meccanismi di trasduzione del segnale che sono stati
studiati in varie specie di protisti.
Tra questi meccanismi quelli maggiormente studiati nella classe dei ciliati sono quelli di
S. coeruleus e B. japonicum. Per il loro studio sono stati usati inibitori chimici o
mediatori delle vie di trasduzione dei vertebrati. Ad esempio l’uso di analoghi del
cGMP induce una riduzione della fotosensibilità e un allungamento del tempo di latenza
(TL), che è il tempo intercorso tra lo stimolo e la reazione di stop che precede il
cambiamento di moto del microorganismo. Lo stesso effetto prodotto dagli analoghi del
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cGMP viene indotto dalla tossina colerica o dallo Zaprinast, che riducono l’attività della
PDE (fosfodiesterasi). Diminuizioni del cGMP intracellulare indotte da inibitori della
guanilato ciclasi, incrementano, invece, la sensibilità cellulare alla luce e riducono il
tempo di latenza. In B. japonicum è stato visto anche che sono attive sostanze che
interferiscono con l’attività della fosfolipasi C (PLC) alterando i livelli di inositolo
trifosfato (IP3) e diacilglicerolo (DAG). Se i livelli di quest’ultimi vengono ridotti con
conseguente riduzione del Ca2+ intracellulare, le cellule mostrano una diminuita
fotosensibilità e un TL allungato (Checcucci et al, 1997). La presenza in B. japonicum di
due mediatori per la fototrasduzione potrebbe essere ricondotta a quella di alcuni
invertebrati, in cui coesistono la via trasduttiva mediata dal cGMP e quella mediata da
IP3. In S. coeruleus è stato anche investigato il ruolo del Ca2+ nel meccanismo di
fototrasduzione. E’ stato visto che, dopo l’assorbimento della luce, vi è un aumento del
Ca2+ intracellulare, e alcuni autori ritengono che ciò sia legato alla riduzione del pH
intracellulare. Infatti, la stentorina se illuminata, rilascia protoni. Questo meccanismo di
fototrasduzione dipendente solo dai gradienti ionici e dai potenziali di membrana ad essi
legati, è un ulteriore meccanismo proposto per la fototrasduzione dei ciliati.
1.7. Scopo della Tesi.
In un lavoro di tesi precedente a questo (Ghignoli, 2005) è stata studiata la variazione
della fotorisposta nei diversi stadi del ciclo vitale di O. flava ed è stato visto che questa
variava con l’età della coltura. Inoltre, un’analisi preliminare della fotorisposta
sembrava indicare che ci fosse una periodicità della stessa lungo il ciclo vitale. Dal
momento che le nostre cellule sono sottoposte ad un ciclo luce-buio e ad una
sincronizzazione effettuata attraverso la nutrizione, abbiamo cercato di verificare se ci
fosse una qualche correlazione tra queste periodicità ambientali e la periodicità della
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fotorisposta ricavata dalle analisi preliminari. Per questa ragione abbiamo effettuato le
misure della fototassi ogni 2 ore, ritenendo questa una cadenza ragionevole per porre in
evidenza gli eventuali effetti dovuti alle condizioni di crescita.
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2. Materiali e Metodi
2.1. Coltivazione e mantenimento delle colture
L’organismo usato negli esperimenti qui riportati è il ciliato d’acqua dolce Ophryoglena
flava (regno Phytobiota, sottoregno Protistobionta, phylum Protozoa, superclasse
Cytoidea, classe Ciliophora, ordine Holotricha, subordine Hymenostomata,
superfamiglia Tetrahymenida, famiglia Ophryoglenidae).
Le cellule, poste all’interno di cristallizzatori contenenti acqua minerale, sono state
nutrite con omogeneizzato di milza di bue, mantenute in una stanza termostatata alla
temperatura di 23°C e sottoposte a un ciclo luce-buio di 15 ore di luce e 9 ore di buio.
Per effettuare le misure, che richiedevano l’utilizzo di cellule dopo intervalli di tempo
variabili dal momento della nutrizione con una cadenza di due ore, abbiamo dovuto
suddivere le cellule coltivate in diversi insiemi che venivano nutriti in differenti
momenti della giornata ed erano sottoposti a cicli luce-buio sfasati tra loro.
Questi insiemi erano trattati secondo lo schema riportato sotto:
-cellule alle quali veniva accesa la luce alle ore 6 (spenta alle ore 21) e che mangiavano
alle ore 8;
-cellule alle quali veniva accesa la luce alle ore 6 (spenta alle ore 21) e che mangiavano
alle ore 20;
-cellule alle quali veniva accesa la luce alle ore 18 (spenta alle ore 9 del giorno
successivo) e che mangiavano alle ore 20 (del primo giorno).
Oltre a questi tre insiemi di colture, mirate ad ottenere un certo numero di cellule per le
misure di fototassi con la cadenza prescelta (due ore), un consistente pool di cellule
veniva sempre mantenuto nelle condizioni standard (protocollo del primo insieme
indicato sopra) e veniva utilizzato come riserva.
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2.2. Preparazione dei campioni
Le cellule che servivano da campione per le misure di fototassi venivano prelevate da
un cristallizzatore generalmente dopo 22 ore dal tempo t0, momento in cui le cellule
vengono nutrite e dal quale si data convenzionalmente l’età della coltura. Dopo il primo
prelievo se ne effettuavano altri con cadenza di 2 ore. Le cellule che rimanevano nel
cristallizzatore dopo ogni prelievo non venivano nutrite per l’intera durata di un insieme
di esperimenti, cioè per 96 ore da t0. Il campione prelevato, circa 2 mL, veniva posto in
una cameretta di PVC nero con il fondo costituito da un vetrino copri-oggetto e la parte
superiore aperta.
2.3 Procedura sperimentale e sistema d’analisi
L’apparato sperimentale da noi utilizzato era costituito da una telecamera corredata di
un obiettivo macro, da un array di led infrarossi opportunamente disegnato per
permettere la visione delle cellule in campo oscuro, e da un tavolino portacampione su
cui veniva posta la cameretta contenente le cellule. La luce di stimolo era fornita da una
lampada alogena (150 W, 15 V) collimata con opportune lenti per creare un fascio di
luce parallelo e filtrata con filtri anticalore interferenziali per evitare il surriscaldamento
del campione (Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Apparato sperimentale. A sinistra dell’immagine si vede il sistema di
stimolazione luminosa: lampada e l’insieme di filtri anticalore e interferenziali.
Sulla destra c’è il sistema per l’osservazione del campione: telecamera con
obbiettivo, tavolino portacampione, array di LED infrarossi.
Per selezionare le diverse lunghezze d’onda dello stimolo sono stati usati tre filtri
interferenziali (Balzer, Munich) con ampiezza di banda di 50 nm a metà altezza, centrati
a 420 (K1), 550 (K4) e 600 (K60) nm. Gli spettri di trasmittanza dei filtri usati sono
mostrati in Figura 2.2.
L’intensità di luce delle tre diverse bande selezionate era graduata da filtri neutri e
l’irradianza era misurata con un radiometro (UDT-40X). I valori, in W/m2, delle
irradianze utilizzate negli esperimenti sono riportati in Tabella 2.1.
Un otturatore, la cui apertura e chiusura era gestita da un computer, permetteva di
regolare la durata della stimolazione luminosa.
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Figura 2.2. Spettri di trasmittanza dei filtri interferenziali usati per gli esperimenti
di fototassi.
Tabella 2.1. Valori delle irradianze in W/m2 nelle tre bande visibili utilizzate.
420 nm (K1) 550 nm (K4) 600 nm (K60)
1.4 19 22
3.1 31 46
3.8 40 64
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Il segnale registrato dalla telecamera veniva inviato ad una scheda per l’analisi
d’immagine montata su un calcolatore e gestita da un programma dedicato. La scheda
inviava le immagini ad un monitor su cui era possibile seguire il movimento delle
cellule durante l’acquisizione e l’analisi computerizzata.
Gli esperimenti di misura di fototassi erano articolati in più passaggi. L’accensione della
luce avveniva qualche secondo prima dell’apertura dell’otturatore per dare modo alla
lampada di raggiungere la sua temperatura di lavoro. L’acquisizione delle immagini da
parte della scheda cominciava 10 s dopo l’apertura dell’otturatore, permettendo la
misura della fototassi ad orientamento già avvenuto. Al termine della misura la luce si
spegneva e le cellule venivano mantenute al buio per 180 s, intervallo valutato
sufficiente per riportare le cellule alla condizione basale. Alla fine di questo intervallo la
lampada veniva riaccesa e si ripartiva con un’altra misura. Ogni esperimento era
composto da una serie di cinque misure e i dati da esse ottenuti venivano cumulati per
ottenere una statistica più attendibile.
Per ogni immagine acquisita il programma individua le cellule e ne calcola i baricentri.
Successivamente, sulla base dei baricentri calcolati, ricostruisce le traiettorie cellulari,
calcola l’angolo medio per ogni cellula e l’angolo medio per l’intero campione
cellulare. Calcola, inoltre, per ogni cellula e per l’intero campione le velocità medie e,
per ogni misura, calcola e disegna l’istogramma delle distribuzioni angolari del moto e
l’istogramma delle velocità medie. Al termine dell’esperimento il programma calcola e
disegna gli istogrammi complessivi sia delle distribuzioni angolari che delle
distribuzioni di velocità e ne memorizza i valori in un file.
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3. Risultati
Come descritto nel capitolo introduttivo, gli stadi del ciclo di O. flava sono cinque:
teronte, trofonte, protomonte, tomonte e tomiti. In Figura 3.1 sono mostrati alcuni di
questi stadi osservati nelle nostre condizioni sperimentali.
A B
C
Figura 3.1 Differenti stadi del ciclo vitale di O. flava. A, tomiti durante la fase di
divisione cellulare; si nota il sottile involucro intorno ai tomiti che si forma quando
la cellula va in divisione. B, ingrandimento dell’immagine in A, si notano i vacuoli
alimentari. C, cellula dopo 24 ore dal nutrimento, stadio di teronte.
3.1. Caratteristiche del ciclo vitale in cellule cresciute nel periodo novembre-aprile
Era già stato osservato che la fotosensibilità di O. flava varia, oltre che in funzione del
ciclo vitale, anche secondo un ciclo più ampio apparentemente legato alle stagioni
(Ghignoli, 2005). Infatti, nel periodo novembre-aprile le colture cellulari mostrano una
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fotosensibilità assai minore di quelle coltivate nel periodo maggio-ottobre. Nell’intento
di ampliare queste osservazioni e studiare con maggior dettaglio le caratteristiche
cellulari dell’organismo nel periodo novembre-aprile, sono stati effettuati esperimenti
volti a valutare se ciò fosse accompagnato da un’alterazione nella durata del ciclo vitale.
In questo periodo infatti le cellule rallentano il tempo della loro divisione che, nelle
nostre condizioni di coltura, passava da circa 24 ore a quasi 48 ore.
Dopo il tempo della divisione, inizia lo stadio di teronte, momento dal quale si possono
osservare i movimenti delle cellule. Nel periodo maggio-ottobre questo intervallo di
tempo (da 24 h a 96 h) è di 72 ore; nel periodo novembre-aprile, questo intervallo inizia
a 48 h, ma si conclude comunque a 96 h, ossia dura solo 48 ore. In questi due giorni, è
possibile studiare il fotocomportamento dei ciliati, ma la fototassi non è quasi mai
misurabile, ossia le fotorisposte sono spesso assenti o di scarso rilievo.
Contemporaneamente all’osservazione delle cellule abbiamo iniziato la coltivazione del
pool cellulare col t0 sfasato di 12 ore (insieme 2, vedi § 2.1 Materiali e Metodi) e di
quello con sfasamento di 12 ore sia del ciclo luce-buio che del t0 (insieme 3, vedi § 2.1
Materiali e Metodi). Anche le cellule di questi pool erano continuamente osservate per
valutarne la crescita e le caratteristiche cellulari. L’inversione del ciclo luce-buio e lo
sfasamento del t0 hanno avuto effetti drastici sul ciclo vitale di O. flava. Le cellule, nelle
fasi iniziali dopo l’inversione, hanno perso la loro sincronia di divisione e molte di loro
spesso rimanevano nello stadio di tomonte sino al momento successivo di nutrizione.
Questo fatto ha dato non pochi problemi per la crescita e il mantenimento di queste
colture, anche perché il fenomeno si è protratto per un periodo di alcune settimane.
Oltre alle osservazioni di microscopia, veniva costantemente monitorata anche la
fotosensibilità, per una più accurata valutazione del momento di inizio delle misure
sull’andamento della fototassi lungo il ciclo vitale.
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Durante il periodo invernale e fino all’inizio della primavera, infatti, le misure di
fototassi su questi due pool cellulari e anche su quelle dell’insieme 1 (coltivato nelle
condizioni standard, vedi § 2.1 Materiali e Metodi) non hanno fornito dati positivi.
Solo nel periodo dell’anno in cui la fotosensibilità cellulare ha consentito di ottenere
misure di fototassi soddisfacenti lungo tutto il ciclo vitale (da maggio a ottobre),
abbiamo potuto dare inizio alle misure eseguite ogni due ore a partire dalle 22 ore da t0.
3.2. Misure di fototassi lungo il ciclo vitale.
Per dare una valutazione quantitativa dell’andamento della fototassi lungo il ciclo vitale
sono state usate tre bande spettrali centrate a 420, 550 e 600 nm, in accordo con lo
spettro d’azione costruito per O. flava (Cadetti et al., 2000). Per ogni banda spettrale
sono state utilizzate tre diverse irradianze, scelte sulla base delle curve dose-effetto
misurate precedentemente (Ghignoli, 2005). I campioni cellulari analizzati ogni due ore
provenivano dagli insiemi 1, 2 o 3 secondo le ore del giorno in cui erano fatte le misure.
L’entità della fototassi di O. flava lungo il suo ciclo vitale, per tutte le irradianze
utilizzate, è stata valutata per mezzo dei parametri della statistica circolare proposti da
Batschelet (1981). E’ stato calcolato innanzitutto il parametro r che è la moda del
vettore medio della distribuzione. Per N cellule,
r =  
N
i
N
isenN
22 )cos()(
1  ,
è compreso tra 0 e 1 e ci dice quanto una distribuzione è anisotropa, cioè quanto è
centrata sul suo valore medio. Se r è prossimo a 0 la distribuzione è uniforme, se è
prossimo a 1 è invece compressa sul suo valore medio.
L’angoloθusato per il calcolo di r è stato definito come <θ> = arctan(<y>/<x>), dove
<y> = 
N
isenN
1 e <x> = 
N
iN
cos1
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Su r abbiamo calcolato il valore della deviazione standard s che è pari a s = )1(2 r , e
che è compresa tra√2 e 0 per r = 0 e r = 1.
Con r abbiamo costruito i grafici dell’andamento della fototassi per tutte e tre le
irradianze usate alle tre lunghezze d’onda di 420, 550 e 600 nm (Figure 3.2-3.4).
L’analisi dell’andamento di r/s non ha evidenziato sostanziali differenze con quello di r.
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Figura 3.2 Andamento del vettore medio per il filtro K1 centrato a 420 nm.
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Figura 3.3 Andamento del vettore medio per il filtro K60 centrato a 600 nm.
23
K4 = 19 W/m2
20 40 60 80 100
ve
tto
re
m
ed
io
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
K4 = 40 W/m2
tempo (ore)
20 40 60 80 100
ve
tto
re
m
ed
io
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
K4 = 31 W/m2
20 40 60 80 100
ve
tto
re
m
ed
io
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
Figura 3.4 Andamento del vettore medio per il filtro K4 centrato a 550 nm.
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Nelle Figure 3.2-3.4 vediamo come la fototassi vari nel corso delle 74 ore accessibili
alla misura delle risposte. Gli andamenti per ogni banda spettrale sono diversi per le tre
irradianze utilizzate. Essi hanno fatto supporre che le variazioni nella risposta ottenuta
in funzione del decorso del ciclo vitale potessero essere descritte come oscillazioni
periodiche o decadimenti nel tempo o entrambi. Si è quindi pensato di adattare ai grafici
sperimentali funzioni di questo genere. L’analisi effettuata ha indicato che un
esponenziale decrescente si adatta abbastanza bene alle curve ottenute con le irradianze
minime nelle tre bande spettrali. Alle irradianze medie o massime, invece, non è
possibile osservare tale andamento. Questo sembra in prima istanza da attribuirsi a un
fenomeno di saturazione nelle risposte in funzione dell’irradianza usata, e pertanto la
variazione mediamente in calo delle fotorisposte lungo il ciclo vitale alle tre lunghezze
d’onda può essere dovuto a una diminuzione della fotosensibilità.
Considerando il fenomeno di decadimento della fotosensibilità in misura quantitativa, si
è osservato che questo avviene circa 3 volte più rapidamente nel caso della stimolazione
con luce verde (filtro K4, tempo di decadimento circa 10 ore) rispetto a quella nelle
altre due bande (tempo di decadimento circa 30 ore).
Tuttavia, risulta evidente da un’ispezione anche superficiale dei grafici ottenuti, che essi
presentano un andamento oscillatorio intorno alla ideale curva di decadimento. Tale
oscillazione rimane presente (ed è anzi più facilmente osservabile) anche nelle curve a
irradianza intermedia. Curve sinusoidali (con periodi variabili fra 30 e 48 ore) possono
essere adattate a questi andamenti per le tre lunghezze d’onda, anche se l’adattamento
risulta meno buono per quelli con la stimolazione luminosa centrata a 600 nm. Non si
riscontrano tuttavia differenze significative in questo fenomeno tra le stimolazioni alle
diverse lunghezze d’onda.
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3.3. Analisi del comportamento motorio di O. flava al buio.
Visti i risultati ottenuti con la stimolazione luminosa e il loro andamento oscillatorio,
abbiamo cercato di analizzare se un fenomeno simile si verificasse anche in assenza di
stimoli luminosi. Ciò è stato agevole, poiché per ogni insieme di misure veniva fatta una
serie di controlli con le cellule non stimolate dalla luce. La Figura 3.5 mostra
l’andamento del vettore medio r in assenza di stimolazione luminosa in funzione del
tempo per i campioni di cellule usati negli esperimenti con l’irradianza minima e
massima.
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Figura 3.5. Andamento del vettore medio nelle popolazioni di cellule di O. flava in
assenza di stimolazione luminosa.
Per quanto non si noti nel campione al buio un comportamento fototattico, gli
istogrammi del vettore medio mostrano un andamento nel tempo che è lievemente
oscillatorio e non del tutto casuale, con un periodo di circa 28 ore.
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3.4. Confronto tra cellule coltivate con cicli luce-buio invertiti.
Abbiamo, inoltre, voluto sperimentare se la risposta fototattica fosse influenzata dallo
stato di illuminazione della coltura al momento della misura. Per questo sono state
allestite le colture dell’insieme 3 (vedi § 2.1, Materiali e Metodi) che avevano uno
sfasamento di 12 ore nel ciclo luce-buio. Per queste cellule, le misure (che venivano
effettuate in ore diurne per evidente comodità dello sperimentatore) avvenivano nelle
ore di buio del ciclo. Il confronto è stato fatto con le cellule mantenute alla luce nelle
stesse ore per vedere eventuali differenze nella fotorisposta. Alcune porzioni del grafico
temporale mostreranno quindi dati corrispondenti a misure fatte quando entrambi gli
insiemi di cellule si trovavano nel periodo di luce.
Confrontando i dati nelle Figure 3.6 e 3.7, che riportano le misure con le irradianze
massima e minima, osserviamo che il vettore medio mostra degli sfasamenti
nell’andamento intorno alle 60 ore del ciclo vitale.
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Figura 3.6. Confronto delle fotorisposte a irradianza minima tra cellule coltivate
con sfasamento del ciclo luce-buio.
27
Buio
20 40 60 80 100
ve
tto
re
m
ed
io
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
luce-luce
luce-buio
K1 = 3.8 W/m2
20 40 60 80 100
ve
tto
re
m
ed
io
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
luce-luce
luce-buio
K4 = 40 W/m 2
tempo (ore)
20 40 60 80 100
ve
tto
re
m
ed
io
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
luce-luce
luce-buio
K60 = 64 W/m2
tempo (ore)
20 40 60 80 100
ve
tto
re
m
ed
io
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
luce-luce
luce-buio
Figura 3.7. Confronto delle fotorisposte a irradianza massima tra cellule coltivate
con sfasamento del ciclo luce-buio.
3.5. Analisi dell’orientamento fototattico.
Queste osservazioni sono state attentamente studiate in ragione della pubblicazione di
esperimenti compiuti da Kuhlmann (1993) dai quali risulta che al passaggio nello stadio
di protomonte vi sarebbe la comparsa di una risposta fototattica negativa (movimento
delle cellule in direzione opposta a quella da cui proviene la luce).
Nelle nostre condizioni sperimentali e nell’ambito dell’intervallo di tempo in cui era
possibile misurare movimenti nelle popolazioni cellulari, l’analisi dell’andamento
dell’angolo medio mostra che, nei limiti dell’errore sperimentale, esso coincide con la
direzione di provenienza della luce a tutte le intensità di luce utilizzate e per tutte le
lunghezze d’onda. Nelle misure di controllo effettuate al buio l’angolo medio assume
valori ampiamente variabili e disparati, e ciò è indice di un movimento non direzionale
delle cellule (dati non mostrati). Nella figura Figura 3.8 vediamo l’andamento
dell’angolo medio per le tre intensità di luce con i tre filtri a banda larga utilizzati.
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Figura 3.8. Andamento dell’angolo medio della fototassi alle varie condizioni di
luce.
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3.6. Variazioni della velocità di movimento lungo il ciclo vitale.
Dallo studio precedente a questa tesi (Ghignoli, 2005) risultava che la velocità di
movimento delle cellule di O. flava non variava apprezzabilmente lungo il ciclo vitale
del ciliato. Quei dati erano tuttavia stati ottenuti con un campionamento assai meno fitto
di quello realizzato nel presente lavoro. La Figura 3.9 mostra invece che nel tempo si
può osservare, intorno a un valore medio di 1,2±0,2 mm/s per tutte e tre le lunghezze
d’onda e per le irradianze sia minima che massima, una variazione apprezzabile e ad
andamento ciclico, con minimi che raggiungono 0,7 mm/s e massimi di 1,7 mm/s.
Questi sono valori relativi alle misure sotto stimolazione luminosa. Un andamento
simile si riscontra però anche per le misure al buio, dove la velocità media su tutto
l’intervallo di tempo è lievemente più bassa (1,0±0,2 mm/s).
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Figura 3.9. Confronto delle velocità per le misure effettuate con i tre filtri alle
irradianze massima e minima usate nella stimolazione. Nel pannello in alto a
sinistra sono riportate le velocità dei controlli al buio.
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Pertanto, né l’escursione delle variazioni osservate né il loro andamento ciclico
sembrano essere dipendenti dall’intensità o dalla lunghezza d’onda della luce di
stimolazione. Non sono state neppure osservate sostanziali differenze di
comportamento, da questo punto di vista, nelle cellule (quelle dell’insieme 3) sulle quali
la misura era effettuata durante il periodo in cui la coltura si trovava nella fase di buio
del ciclo luce-buio (dati non mostrati).
31
4. Discussione
I risultati esposti nelle pagine precedenti hanno permesso di ottenere un quadro più
dettagliato di come le fotorisposte di O. flava presentino delle variazioni durante il suo
ciclo vitale. In parte, questi dati confermano quelli ottenuti in un precedente studio
(Ghignoli, 2005), mentre per alcuni aspetti introducono delle acquisizioni nuove che
richiedono di essere commentate e, se possibile, interpretate.
Anche i risultati da noi ottenuti confermano che la fototassi varia ampiamente lungo
tutto il periodo di analisi che coincide con il ciclo vitale del microorganismo. Gli
andamenti per ogni banda spettrale sono diversi per le tre irradianze utilizzate, ma per
poterne fare un’analisi quantitativa dal punto di vista della fotosensibilità, occorre
considerare gli andamenti ottenuti all’irradianza minima usata, poiché agli altri due
valori (intermedio e massimo) si osservano effetti di saturazione. Questo ci permette di
interpretare la variazione nella risposta fototattica media (che cala esponenzialmente)
come diminuzione della fotosensibilità. Tale diminuzione, come nello studio precedente
già citato, è paragonabile nel caso dei filtri centrati a 420 nm e a 600 nm, mentre quella
osservata con il filtro centrato a 550 nm sembra avere comportamento diverso. Questo
dato conferma quanto visto in precedenza ed è interpretabile come indicazione di un
coinvolgimento di due pigmenti distinti responsabili della fotoricezione.
Le analisi della velocità sono, invece, in disaccordo con quelle svolte in passato. Infatti,
dal lavoro svolto precedentemente era risultato che la velocità non subiva variazioni
durante il periodo di vita del ciliato accessibile all’analisi che, ricordiamo, era effettuata
con esperimenti su intervalli di tempo più grandi e non uniformemente distribuiti lungo
il ciclo vitale (8 tempi presi su un intervallo di 76 ore). Le nostre misure, svolte con una
cadenza molto più fitta e regolare, hanno evidenziato che esiste una variazione della
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velocità paragonabile per tutte le irradianze e per tutti i tipi di cellule utilizzati negli
esperimenti. Questa variazione si presenta ancora una volta come oscillazione periodica
ed è riscontrabile anche nei campioni cellulari di controllo (assenza di stimolazione
luminosa). I valori medi di velocità intorno a cui si verificano queste oscillazioni non
sono interpretabili come fotocinesi, poiché il valore medio della velocità sotto
stimolazione luminosa (1,2±0,2 mm/s) e quello in assenza di questa (1,0±0,2 mm/s) non
risultano diversi in misura statisticamente significativa.
Tutti i fenomeni visti nell’esposizione dei risultati e qui sopra riassunti sono osservabili
in maniera paragonabile in campioni di cellule su cui le misure fototattiche erano fatte
durante il periodo di buio della coltura rispetto al suo ciclo luce-buio. L’unica
discrepanza osservata in questi campioni è una sorta di sfasamento nelle oscillazioni
della fotosensibilità intorno alle 60 ore dall’inizio del ciclo (momento della nutrizione).
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5. Conclusioni e prospettive
A conclusione di questo lavoro di tesi possiamo affermare quanto segue su alcuni
aspetti della fototassi in O. flava.
È stata confermata l’incapacità di questo ciliato di fornire fotorisposte apprezzabili
durante il periodo di coltivazione in laboratorio compreso tra novembre e dicembre.
Qualunque sia il possibile meccanismo di questo strano fenomeno, esso consente di
studiare quantitativamente la fototassi solo nel periodo maggio-ottobre.
Quando è possibile misurare l’entità della risposta, questa varia in misura apprezzabile
lungo tutto il ciclo vitale e mostra diverso aspetto in base alla lunghezza d’onda
utilizzata. La sensibilità delle cellule ha un andamento temporale complesso, con una
tendenza media alla diminuzione e una vistosa oscillazione intorno a tale valore medio.
La somiglianza nell’andamento tra le curve ottenute con i filtri centrati a 420 e 600 nm
e la diversità di quella ottenuta a 550 nm consente di confermare che i pigmenti
coinvolti sono di due tipi diversi.
Non sembrano esserci fenomeni di fotocinesi, in quanto i risultati dei controlli al buio
mostrano variazioni paragonabili a quelle ottenute sotto stimolazione con luci delle
diverse lunghezze d’onda. La modesta variazione di velocità media tra i controlli al buio
(1,0±0,2 mm/s) e i campioni sotto stimolo luminoso (1,2±0,2 mm/s) non risulta infatti
statisticamente significativa.
La velocità di moto cambia non tanto in relazione allo stimolo utilizzato, ma al
momento del ciclo in cui viene fatta la misura.
Il piano sperimentale adottato per campionare adeguatamente le fotorisposte in ogni
fase del ciclo vitale ha permesso inoltre di valutare se ci fosse un’influenza del ciclo
luce-buio su tali risposte. Questa influenza sembra non esserci, o quanto meno non
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produrre effetti rilevanti lungo tutto il ciclo vitale, anche se è stato rilevato un certo
sfasamento nell’andamento di oscillazione periodica della fotosensibilità intorno alle 60
ore dal nutrimento dei microrganismi.
In prospettiva, il proseguimento di queste indagini richiederà di effettuare esperimenti
volti a chiarire le cause e/o i meccanismi del fenomeno apparentemente legato al ciclo
stagionale, nonché di quello osservato come oscillazione nella sensibilità fototattica per
lo meno lungo tutto lo stadio di teronte del ciliato. Nell’indagare su quest’ultimo
fenomeno, andrà tenuto conto che esso non sembra dipendere dalla banda di luce
visibile utilizzata e che sembra essere presente anche in assenza di tale stimolazione.
Il naturale sbocco di questa tematica fotocomportamentale sarà ovviamente il tentativo
di isolare e caratterizzare le specie molecolari responsabili della fotoricezione e
possibilmente della trasduzione sensoriale.
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